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(g) Zur Immortallsierung von humanen Oder tierischep Zellen durch Fusion mit einem nicht vermehrungsfShigen 
Fragment einer permanent zGchtbaren Zelle und ZOchtung derselben in einem Kulturmedlum ohne Selektions- 
substanzen, transfiziert man aus dem Cytoplasma einer permanent zQchtbaren menschlichen oder tierlschen 
Zelle gewonnene DNS mit der zu immortallsierenden Zelle. 
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Immortalisierung durch ONS*Ubertragung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von immortalisierten. das heiflt permanent 
ziichtbaren Zeil-Linien. 

Normaie menschliche und tierische Zellen haben eine begrenzte Lebenszeit in Kultur. Sie konnen sich 
mit einer bestimmten Verdopplungszeit vermehren Oder als ruhende Zellen in der GO/Gl -Phase des Zell- 
Zyklus verbleiben. Bel sich vermehrenden Zellen 1st der Beginn der Alterung in Kultur vom Zelltyp und vom 
Alter, sowie der Spezies des Spenders abhangig. Tumorbildende Zell-Linien konnen unbegrenzt kultiviert 
werden. unterscheiden sich aber in zahlreichen Bgenschaften von normalen, alternden Zellen. 

Beispielsweise befinden sich menschliche Lymphozyten aus dem peripheren Blut befinden sich in der 
Ruhephase (GO/Gl) des Zell-Zyklus. konnen aber in Kultur auf verschiedene Weise zum Eintritt in die 
Vermehrungsphase (S) und zur Reifung (Differenzierung) angeregt werden. B-Lymphozyten in der Ruhe- 
phase konnen durch Antigene. B-Lymphozytenwachtumsfaktoren oder durch T-Lymphozyten vermittelte 
Stimulation mit Hilfe eines Wachstumsfaktors (Interleukin) zur Vermehrung und Reifung veranlaBt werden. 
Ebenso konnen T-Lymphozyten durch Zellteliung anregende Substanzen (Mitogene) oder spezifische 
Wachstumsfaktoren zur Vermehrung und Reifung in Kultur angeregt werden. Langzeitkulturen normaler 
Lymphozyten sind von der Anwesenheit entsprechender Wachstumsfaktoren oder Antigene im Kulturme- 
dium abhangig. Femer kSnnen menschliche Lymphozyten auch durch Infektion mit Viren in Kultur zur 
permanenten Vermehrung angeregt werden. Die Zellen veriieren dabei einige Bgenschaften normaler 
Lymphozyten und erhalten neue Bgenschaften. die sie mit tumorbildenden Lymphozyten gemeinsam 
haben. Das Epstein-Barr Virus vemnag nach Infektion in Kultur eine Untergruppe menschlicher B-Lymphozy- 
ten, die den C3-Rezeptor und den Epstein-Barr Virus Rezeptor auspragen. zur standigen Vermehrung 
anzuregen. Dabei werden die Lymphozyten auf einer friihen Differenzierungsstufe angehalten. Das nrien- 
schliche T-Zell Leukamie/Lymphom Virus (HTLV), Typ I. 11. infiziert dagegen fast ausschiiefllich T- 
Lymphozyten, die durch eine bestimmte Oberflachenkomponente. dem 0KT4 + Marker, gekennzeichnet 
sind, Einige Zell-Linien bleiben auch nach HTLV-lnfektion fur ihre Vermehrung von T-Lymphozyten- 
Wachstumsfaktoren abhangig. 

Femer lassen sich permanente Zell-Linien durch Zell/Zell-Fusionen gewinnen. Dabei werden z.B. 
Lymphozyten mit Zellen unbegrenzt teilungsfahiger Union (z,B. Myelom-Zellen, Lymphom-Zellen. Epstein- 
Barr Virus infizierten lymphoiden Zellen) fusioniert und anschliessend so selektioniert. dafl die entstandenen 
Hybrid-Zeilen sich bevorzugt vermehren konnen. Die Hybridzellen haben den doppelten Chromosomensatz 
einer Ausgangszelle und veriieren z.T. in den folgenden Zellgenerationen die Chromosomen der normalen 
Ausgangszelle (Lymphozy ten). Dabei konnen gewunschte Bgenschaften der Hybrid-Zellen, wie z.B. die 
Produktion von Antikorpem, OberflSchenproteinen. sezemierten Proteinen oder andere Sytheseieistungen 
der Zelle wieder verloren gehen. Diese Zellfusions-Verfahren zur Gewinnung von permanenten Zell-Linien 
lassen sich auch nur auf Lymphozyten und neuronale Zellen anwenden. 

Aus der EU-A1 83 104 243.7 ist es bereits bekannt. immortalisierte humane oder tierische Zellen aus 
normalen Zellen durch Fusion mit einem nicht vermehrungsfahigen Fragment einer transformierten Zelle 
und Zuchtung in einem Medium ohne Seiektionssubstanzen herzustellen. Als nicht vennnehmngsfahige 
Fragmente konnen hierbei auch Cytoplasten verwendet werden. Hierdurch gelingt es. belieblge tierische 
und menschliche Zellen zu immortalisieren und gleichzeitig die Ausbeute durch Wegfall der Seiektionssub- 
stanzen zu steigern. AuiSerdem wird die oben envahnte, bei der Zell-ZeU-Fusion im Laufe der Wei- 
terzuchtung haufig auftretende nachtragliche Veranderung der Zelleigenschaften vermieden. Jedoch ware 
eine weitere Verbesserung der Ausbeute und der Pemnanenz immortalisierter Zellen erwunscht 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, die Immortalisierungsausbeute und die Bgenschaften 
der immortalisierten Zellen weiter zu verbessem. 

Gelost wird diese Aufgabe erfindungsgemafi durch ein Verfahren zur Immortalisierungvon humanen 
Oder tierischen Zellen durch Transfektion mit einem nicht vermehrungsfMhigen Fragment einer permanent 
zQchtbaren Zelle und ZQchtung derselben in einem Kuiturmedium ohne Seiektionssubstanzen, welches 
dadurch gekennzeichnet ist. dafl man aus dem Cytoplasma einer permanent zuchtbaren menschlichen oder 
tierischen Zelle gewonnene DNS in die zu immortalisierenden Zellen transfiziert. 

Erfindungsgemafl erhalt man unbegrenzt in Kultur vermehrbare Zell-Linien, wobei bestimmte Nachteile 
der Etablierung von Zell-Linien durch Zellfusion oder durch chemische Carcinogene sowie durch Infektion 
mit tranformierenden Viren vermieden werden. Die nach dem erfindungsgemafien Verfahren erhaltenen 
Zell-Linien haben weitgehend ihre normalen Bgenschaften beibehalten. was eine vielfiltige Venwendung der 
Zellen ermoglicht 
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Die erhaltenen Zell-Linien wachsen unabhangig von zellspezifischen, exogen zugegebenen Wachstums- 
faktoren. 

Das erfindungsgemafle Verfahren kann zur Immortalisierung beliebiger humaner oder tierischer Zellen 
verwendet werden, einschliefllich von Zellen des Immunsystems wi Lymphozyten und dgl., Bindegewebs- 
5 zellen, differenzierte Organzellen, Epithelzellen usw. 

Die Immortalisierung dieser Zellen erfolgt erfindungsgemai3 durch EinfChrung (Transfektion) einer 
bestimmten Art von DNS. welche aus dem Cytoplasma von penmanent zuchtbaren menschlichen Oder tieri- 
schen Zellen gewonnen wird. Es wird also nicht die Zellkern-DNS (genomische DNS) verwendet, sondern 
ledigiich die aus dem den elgentlichen Kern umgebenden Cytoplasma isolierbare DNS. Vorteilhaft geht man 

70 deshalb zur Gewlnnung dieser DNS von Cytoplasten aus. Ais permanent zuchtbare menschliche und tieri- 
sche Zellen zur Gewinnung der transfizierten DNS konnen Tumorzellen oder auf andere Weise immortali- 
sierte nicht tumorigene Zellen, belspielsweise nach dem erfindungsgemaiSen Verfahren bereits hergestellte 
immorta llsierte Zellen verwendet werden. Besonders gute Ergebnisse werden erhalten unter Verwendung 
von DNS aus Cytoplasten transformierter Maus L-Zellen (L-929 Zellen. ATCC CCL 1). Maus Myelom-Zellen 

75 (Ag8.653 Zellen ATCC CRL-1580), Ehrlich-Aszites-Zellen (EAZ. ATCC CCL 77) oder Mensch Carcinom- 
Zellen (z.B. Hela 229, ATCC CCL 2.1), Angesichts der aui3erordentlich groiSen Vielzahl von existierenden 
Tumorzell-Linien und immortalisierten nicht tumorigenen Zell-Linien ist eine ersch5pfende Aufzahlung nicht 
moglich. Die Eignung der cytoplasmatischen DNS der permanent zOchtbaren Zell-Linie laHi sich jedoch auf 
einfache Weise durch Isolierung dieser DNS und PrOfung der Wachstumseigenschaften von damit transfi- 

20 zierten normalen Zellen feststellen. 

Die Gewinnung der cytoplasmatischen DNS erfolgt ausgehend vom isollerten Cytoplasma oder vorzugs- 
weise Cytoplasten. Geht man von Cytoplasten aus, so werden diese erst lysiert und das losliche Lysat mit 
einer Proteinase inkubiert. Aus dem loslichen Anteil der Inkubationsmischung wird dann die DNS nach 
bekannten Methoden abgetrennt. Qeeignete Methoden sind Isolierung uber Dichtegradienten, z. B. mit CsCI 

25 (Nucleld Acid Research and Molekular Biology 3 (1964) 1 bis 32). Affinitatschromatographie oder 
elektrophoretische Auftrennung ("Molecular Cloning"7ed. Maniatis, Fritsch. Sambrook. Cold Spring Harbour 
Lab. 1982) und Extraktion mit DNS-Losungsmittein. Bevorzugt erfolgt die Abtrennung, indem man mit 
einem DNS-Losungsmittel extrahiert. den Extrakt mit RNase inkubiert und emeut freigesetzte DNS mit 
einem DNS-Losungsmittel extrahiert. Durch Fallung, belspielsweise mit Alkohol, \MX sich die cytoplasmati- 

30 sche DNS dann isolieren. Geht man nicht von Cytopla sten. sondern von bereits getrennt isoliertem 
Cytoplasma aus. so entfSlIt natOriich die anfangliche Lyse des Vesikels. 

In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform wird die zu transfizierende DNS aus einer von nuklearer 
DNS freien Cytoplasmafraktion verwendet Die Herstellung dieser Cytopiasmafraktion kann belspielsweise 
durch Lyse der Zellen mit Natriumdodecylsulfat (SDS) Oder Ethylphenylpolyethylenglycol (NP40, Roth. 

35 BRD) in Gegenwart von 3 mM/l MgCU (Meth.Enz. 31 (1974) 253-262) oder durch Lyse der Zellen mit NaCI 
und SDS (Hirt-Extraktion. J.Mol.Biol. 26 (1967) 365-369) und anschliessende Zentrifugation erfolgen. Der so 
gewonnene Uberstand ist frei von nukleSrer DNS. Aus diesem Uberstand kann die zu transfizierende DNS. 
wie oben beschrieben, gewonnen werden. 

In einer weiteren besonders bevorzugten AusfUhrungsform wird die zu transfizierende DNS aus einer 

40 mitochondrienfreien Fraktion des Cytoplasmas verwendet Diese Fraktion kann belspielsweise aus Cytopla- 
sten uber Gradlentenzentrifugation mit einem Sucrosegradienten isoliert werden. 

Oberraschenderweise zeigt sich. dafl die immortalisierende AktivitMt einer mitochondrienfreien Fraktion 
der DNS des Cytoplasmas um ca. den Faktor 10 hoher ist als die Aktivitat. die mit DNS aus Cytoplasten 
erhalten werden kann. 

45 Als DNS-Losungsmittel konnen die dem Fachmann bekannten, hierfur geeigneten Losungsmittel 
verwendet werden. soweit sie sich zur Extraktion aus dem Medium, in dem die DNS enthaiten Ist eignen. 
FOr wafirige Losungen eigenen sich als DNS-Losungsmittel besonders Phenol oder/und Chlorofonn- 
Isoamylalkoholgemische zur Extraktion. 

Die zu immortalisierende Zelle wird vorzugsweise in zum Wachstum bzw. zur Teilung angeregtem 

50 Zustand In die Transfektion mit der cytoplasmatischen DNS eingesetzt. Die UberfQhrung in diesen Zustand 
erfolgt nach dem Fachmann hIerfUr bekannten Methoden, belspielsweise durch Zusatz von "poke-weed 
mitogen" zu dem die Zellen enthaltenden Medium. Als Proteinase wird eine der dem Fachmann bekannten 
Proteinasen, vorzugsweise Proteinase K, verwendet. Als RNase wird RNase A bevorzugt. 

Verwendet man Lymphozyten als zu immortalisierende normale Zellen, so werden sie bevorzugt in der 

55 Proiiferationsphase I eingesetzt. Als Proliferationsphase I wird die Phase bezeichnet in der eine Poliferation 
nach Stimulierung von Lymphozyten mit Hilfe von Mitogenen (z. B. poke-weed mitogen), Antigenen usw. 
erreicht wird. 
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Besonders gute Ergebnisse ergaben sich, wenn man aus erfindungsgemafl erhaltenen immortalisierten 
Zeilen (primare Transfektanten) gewonnene Gesamt-DNS in einem weiteren Verfahrensschritt mit normalen 
humanen oder tierischen Zeilen transfiziert und auf diese Weise sekundare Transfektanten gewinnt, welche 
in besonders holien Ausbeuten permanent weiterzuchtbar sind. Als normale Zeilen werden fur die zweite 
Transfektion entweder Zeilen der gleichen Zellart wie fur die erste Transfektion oder hiervon verschiedene 
Zeilen eingesetzt. 

Zur Gewinnung von Cytoplasten werden Zeilen in Kuitur durch Cytocliaiasin B (einem WIrkstoff aus 
Pilzen) im Medium veranlaflt. Vesikel {Cytoplasten) zu bilden, die sicin auf der Zelloberflache abschnuren. 
Unter Einwlrl<ung von Zentrlfugalkraften reiiSt die Verbindung zwischen Cytoplasten und verbliebener Zeiie 
ab und die Cytoplasten lassen sicin von den kerniialtigen Restzellen (Karyoplasten) durch Zentrifugation im 
Dichtegradienten isolieren. Diese Methoden der Cytoplastenisolierung sind z.B. beschrieben von WIgler. 
M.M. und Weinstein, LB. in "A preparative Method fur obtaining enucleated mammalian cells" (Biochem. 
Biophys. Res. Comm. 63: 669-674. 1975). Anschlieflend werden nach dem Verfahren der Erfindung die 
Cytoplasten lysiert. die DNS daraus isoliert und in die Ziel-Zelle iibertragen, Alternativ kann erfindungs- 
gema/J die verwendete DNS aus permanent zuchtbaren Zeilen gewonnen werden. die nach dem Verfahren 
der Erfindung erhalten wurden. Dabei wird die gesamte. in der Zelle enthaltene DNS nach dem Fachmann 
bekannten Methoden isoliert. Die DNS wird dann nach bekannten Verfahren in die Zlelzelle ubertragen. 

Ein wesentliches Merkmal der Erfindung liegt darin. dafl die nach DNS-Aufnahme sich permanent 
vermehrenden Zeilen nicht mit Hilfe von Selektionssubstanzen in Kulturmedien selektionlert werden. Hierin 
unterscheidet sich das erfindungsgemafie Verfahren von der Zellfusions-Technik. bei der fur die aus- 
schlieflliche Vermehrung der Hybridzelle und gegen die Vermehrung der Ausgangszelle selektioniert 
werden mufl. Es gibt zahlreiche permanent wachsende Zell-Linien. die unempfindlich gegenuber Selektions- 
substanzen in Kulturmedium sind und damit nicht ohne weiteres fur Zellfusionen mit normalen Zeilen 
verwendet werden konnen. Nach dem erfindungsgema/Ben Verfahren entfallt diese Beschrankung und es 
kann aus Cytoplasten dieser Zeilen DNS isoliert werden, die fur die Etablierung von permanent sich 
vermehrenden Zell-Linien eingesetzt werden kann. 

Aus den Zeilen der etablierten menschlichen und tierischen Linien konnen Zellprodukte in unbegrenzter 
Menge gewonnen werden. wie z.B. Immunglobuline. Gerinnungsfaktoren. Lymphokine. Wachstumsfaktoren. 
Hormone. Enzyme. Oberflachenproteine sowie Glyko-und Lipoproteine. Saccharide usw.. Fur diagnostische 
und therapeutische Zwecke konnen menschliche monoklonale Antikorper aus permanent sich vermehren- 
den menschlichen B-Lymphozyten gewonnen werden. Lymphokine konnen von menschlichen T-Lymphozy- 
ten und Makrophagen produziert werden. Femer konnen die permanent sich vermehrenden Zeilen zur 
Herstellung heterologer Genprodukte benutzt werden. Hierzu wird die genetische Information fur das 
heterologe Genprodukt in die erfindungsgemafi erhaltenen, permanent sich vermehrenden Zeilen 
□bertragen und dort ausgepraigt. So konnte gezeigt werden. daQ die genetische Information fur das Enzym 
Xanthin-guanin-phosphotransferase, die von Genom der E.coii Bakterien, nicht aber vom Genom der 
Saugerzellen kodiert wird. in permanent sich vermehrende Zeilen eingebracht werden kann und dort 
ausgepragt wird. Die erhaltene Zell-Linie synthetisiert das bakterielle Enzym und enthalt damit eine neue 
Stoffwechselaktivltat. AuiSerdem konnen die erfindungsgemaB erhaltenen. unbegrenzt ziichtungsfahigen 
Zell-Linien im Rahmen der Mutagenitats-und Toxizitatstestung, sowie fur die pharmakologische PrGfung von 
Wirksubstanzen genutzt werden. 

Gemafl der Erfindung konnten Zeilen bestimmten Differenzierungsgrades immortalisiert und in groflem 
MaCstab gezuchtet werden, die nur in relativ geringen Mengen isoliert werden konnen. Auf diese Weise 
geiingt es, die DNS sowie RNS dieser immortalisierten Zeilen mit gewOnschten Stoffwechseletgenschaften 
Oder Fahlgkeiten zur Synthese gewunschter Zellprodukte in einer zur Isolierung der genetischen Information 
fur das gewunschte Zellprodukt ausreichenden Menge zu gewlnnen. Bei dieser Anwendungsform der 
Erfindung kann nach geeigneter Manipulation die genetische Information in andere eukaryonte Zeilen oder 
in Bakterien sowie Pilze mit Hilfe eines Vektors ubertragen und dort unter den hierfur entwickelten 
Bedingungen zur Produktion des gewUnschten Zellprodukts ausgepragt werden. Das gewunschte Zellpro- 
dukt kann dann aus dem heterologen Wirt in beliebiger Menge gewonnen werden. 

Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung. 
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Immortalisierung menschlicher Lymphozyten aus peripherem B!ut. 
Matenal: 

Cytochalasin B (Sigma). Lymphoprep® (Nyegaard. Oslo). Iscove's modifiertes Dulbecco's Minimal 
Eagle's Medium (lscove*s DMEM) (Boehringer Mannheim), fotales Kalberserum (Sebio). DEAE-Dextran 
(Pharmacia), Ficoll (Phamiacia), Polyathylenglycol (Boehringer Mannheim) 



Methoden: 

1. Isolierung menschlicher Lymphozyten aus peripherem Blut 

Peripheres Blut erwachsener Spender wurde in bekannter Weise heparinisiert und dreifach in 3 mM 
Zltronensaure. 100 mM Dextrose. 70 mM NaCI, 30 mM Nacitrat. pH 6.1. verdUnnt. Die Lymphozyten 
wurden von den Qbrigen kemhaltigen Zellen (Granulozyten. Monozyten u.a.) durch Zentrifugation in einem 
Lymphoprep<8> (Metrizoat) Gradienten (Nyegaard. Oslo) bei 400 x g. 35 min getrennt (Boyum. A.:A one- 
stage procedure for isolation of granulocytes and lymphocytes from human blood. Scand. J. Clin. Invest. 21, 
suppi, 97: 51-76. 1968). Die Lymphozyten wurden dreimal in phosphate buffered saline (PBS) (136 mM 
NaCI. 2.7 mM KCI. 1.5 mM KH2PO4. 6.5 mM Na2HP04. 0.4 mM MgSO*. 0.7 mM CaCk. pH 7,4) gewaschen 
und in Iscov.e's DMEM, 4 mM L-Glutamin. 1 mM Pyruvat, 1 mM Oxalessigsaure, 0.1 U/ml Insulin. 10 ug/ml 
Transfen^in, 15 % fStalem KMIberserum bei einer Zelldichte von 3 x 10^ Zellen/ml bei 37 C. 5 % CO2 
kultiviert. 



2. Isolierung der immortalisierten DNS. 

Die immortalisierende DNS wird aus Cytoplasten von Maus L929-Zellen gewonnen. Die Induktion und 
Isolierung von Cytoplasten transfizierter Zellen durch Inkubation mit Cytochalasin B ist in der Literatur be- 
schrieben (Allikmets. E.. VasiPev, L. Rovenskii, I.: Effekt of cytochalasins on the surface topography of 
neoplastic cells in suspension. Bull. Exp. Biol. Med. (Engl. Trans. Biull. Eksp. Biol. Med.) 95: 84 - 87. 1983; 
Wigier. M.M., Weinstein. I.B.: A preparative method fOr obtaining enucleated mammalian cells. Biochem. 
Biophys. Res. Comm.63: 669-674. 1975). Bevorzugt wird folgende DurchfGhnjng: 

Exponentiell wachsende L929-Zellen werden trypsiniert. in serumfreiem DMEM gewaschen und in einer 
Dichte von 10® Zellen/ml mit Cytochalasin B (50 ug/ml) bei 37''C inkubiert. Innerhalb von 90 sec bi'lden sich 
Cytoplasten. die sich an der Oberflache der Zellen abschnGren. Die Cytoplasten werden von den Z lien 
durch kraftiges Suspendieren getrennt. Die verbieibenden Zellen werden durch Zentrifugation bei 100 x g, 
10 nDin sedimentiert. Die Cytoplasten im Oberstand werden durch Zentrifugation bei 1.200 x g. 15 min 
sedlmentiert und in seaimfreiem DMEM, 15 % Ficoll (Pharmacia) resuspendiert. Von den verblieb nen 
kerhaltigen Vesikein werden die Cytoplasten in einem Gradienten mit 2 ml 25% Rcoll. 2 ml 17% Rcoll. 0.5 
ml 16% Rcoll. 0.5 ml 15% Rcoll. 2 ml 12.5% Rcoll in serumfreiem DMEM (von unten nach oben) durch 
Zentrifugation bei 100.000 x g. 60 min. 30^*0 getrennt Die Cytoplasten- Bande in der 15 bis 16% Hcoll- 
Region wird gesammelt und zweimal in serumfreiem DMEM bei 1.200 x g fOr 15 min zentrifugiert. 

Zur Isolierung der DNS wird das Cytoplastensediment in 200 til serumfreiem DMEM resuspendiert und 
5 ml 50 mM Tris. pH 7,2. 10 mM EDTA. 1.5 mM MgCb hinzugegeben. Die Cytoplasten werden durch 
Zugabe von 2 ui NP40 (Roth) lysiert und das Lysat bei 14.000 x g. 15 min zentrifugiert. Der Oberstand wird 
mit Proteinase K (100 ug/ml. Boehringer Mannheim) versetzt. 2 h bei 37»C inkubiert und mit Phenol 
zweimal extrahiert. Anschlieflend wird der Oberstand mit RNase A (100 ug/ml. Boehringer Mannheim) 1 h 
bei 37«C inkubiert. Proteinase K (100 ug/ml. Boehringer Mannheim) hinzugegeben und nochmals 2 h 
inkubiert. Die DNS wird jeweils zweimal mit Phenol und Chlorofomn/lsoamylaikohol (24:1) und einmal mit 
Ather extrahiert. in Athanol gefSllt und in 10 mM Tris. 0.1 mM EDTA. pH 7,5. aufgenommen. Die Ausbeute 
betrSgt ca. 5 ug DNS/1 0» Cytoplasten. 
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3. Ubertragung immortalisierender DNS in menschliche Lymphozyten. 

Die gemafl Methods 1, praparierten Lymphozyten (2 x 10« Zellen) werden unter dam Fachmann 
bekannten Bedingungen durch ''pokeweed mitogen" (PWM. 10 ug/ml) zum Wachstum angeregt und zwei 

5 Tage spater In zwei Parallelkulturen (A,B) zu je 10« Zellen getrennt. Die Zellen der Kuitur A werden mit 
gemaiS 2. erhaltener DNS aus Cytoplasten der L929-Zellen inkubiert. Die Zellen der Kuitur B werden 
genauso behandelt wie die Kuitur A, ohne dafl eine zu ubertragende DNS im Inkubationsmedium vorhanden 
ist. Anschlieflend werden die Lymphozyten dreimal in "HEPES buffered salt saline" (HeBS; 20 mM HEPES, 
137 mM NaCI, 0.5 mM KCI. 3 mM Glukose, pH 7,1) gewaschen und mit DEAE-Dextran (MW 500.000, 0.3 

70 mg/mi HeBS) bei einer Dichte von 10^ Zellen/ml 10 min bei 37° C inkubiert. Die Zellen werden zweimal in 
HeBS bei 37'C gewaschen. Die DNS aus L929-Cytoplasten (3 ug) wurde zu 100 ul 250 mM CaCta 
gegeben und diese Losung tropfenweise zu doppelt konzentriertem HeBS (100 ul) pipettiert. Die Lympho- 
zyten werden In einer Dichte von 5 x 10^ Zellen/ml 45 min bei 37*C mit dieser DNS-Losung inkubiert. An- 
schlieiJend werden die Lymphozyten einmal in HeBS bei 37'*C gewaschen, in 0.8 ml HeBS resuspendiert 

75 und 90 sec mit 0,5 ml Polyathyienglyco! (MW 4.000. 500 mg/ml HeBS. pH 7.1) be! 37°C inkubiert. Uber 
einen Zeitraum von 5 min werden 5 ml wamnes HeBS hinzupipettiert. die Lymphozyten zweimal in HeBS 
gewaschen. in einer Dichte von 10^ Zellen/ml in Iscove's DMEM, 4 mM L-Glutamin. 1 mM Pyruvat. 1 mM 
Oxalessigsaure. 0,1 U/ml Insulin, 10 ug/ml Transfemn. 15% fotales Kalberserum in 24-Loch Microtrter- 
schalen (1 ml/Vertiefung) ausgesat und bei 37«C, 5 % CO2 inkubiert. Wahrend der nSchsten zwei Wochen 

20 werden 100 ul Medium/Vertlefung alle 2 Tage durch frisches Medium ersetzt. In der 5. Woche werden die 
Kuituren dreifach verdunnt. Die anschlieflend auswachsenden Immortalisierten Zell-Linien werden weiterhin 
in Iscove's DMEM. in RPMI 1640 Medium, je 15% fotalem Kalberserum. oder in serumfreien Medien (HB- 
104. NEN-DuPont; DMEM-SFM-2, Boehringer Mannheim) kultiviert. 

25 

Ergebnis: 

In der Kuitur A wurden 3 Tage nach DNS-Ubertragung Lymphozytenkolonien beobachtet. die in den 
folgenden 5 Tagen an GroiSe und an Zell-Zahr (bis zu 500 Zelien/Kolonie) zunahmen. Diese Kolonien 

30 zerfielen In mehrere kleinere Kolonien, woven einige etwa ab 20 Tagen nach DNS-Ubertragung kontinui r- 
lich zu wachsen begannen. Am Tag 30 nach DNS-Obertragung waren in alien Vertiefungen der Microtiter- 
piatte mehrere Kolonien lymphoider Zellen erkennbar (Tabelle 1). Die Zellen konnten 5 Wochen nach DNS- 
Obertragung dreifach verdunnt werden. In der folgenden Zeit wurden die Zellen bis zu 7 Monaten in Kuitur 
vermehrt, ohne dai3 eine Alterung der Zellen zu beobachten war. 

35 In Kuitur Q wurden nach Scheln-DNS-Obertragung keine Vermehrung der Lymphozyten und keine 
kontinuierlich wachsende Kolonien lymphoider Zellen beobachtet. Die Zellen aiterten innerhalb von 4 Tagen 
nach Schein-DNS-Obertragung und starben ab. 
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Beispiel 2 



Immortalisierung menschlicher B-Lymphozyten aus dem peripheren Blut 



Material: 



Sepharose 6MB. CNBr-aktiviert . (Pharmacia), Maus monokionaler Antikorper anti-human-pan-B-Lympho- 
zyten (Miles), humanes Serumalbumin (Serva) 



Die Isolierung menschlicher Lymphozyten aus dem peripheren Blut erfolgte wie in Beispiel 1 be- 
schrieben. 



1. Isolierung menschlicher B-Lymphozyten. 

Fur die Gewinnung der B-Lymphozyten wurde die Lymphozyten-Praparation mit Hilfe der Affinitat- 
schromatographie aufgetrennt. Dazu wird folgendes Verfahren angewendet. 

Maus monokionaler anti-human-pan-B-Lymphozyten Antikorper wird In 0.1 M NaHCOs, 0,5 M NaCI, pH 
8.5 gelost und mit CNBr-aktivlerter Sepharose 6MB (1 ml Antikorper/ml Gel) bei 4'G Gber Nacht inkubiert. 
Die Sepharose wird dreimal 30 min in 0,1 M NaHCOs. 0,5 M NaC!, pH 8,5 und dreimal 30 min in 0,1 M Na- 
acetat. 0.5 M NaCI. pH 4,5 gewaschen. Um die noch freien reaktiven Gruppen zu blockieren wurde die 
Sepharose mit 0,2 M Glukosamin, 0.1 M Na-acetat, 0,5 M NaCI. pH 4.5. 2 Stunden inkubiert. Die Sepharose 
wird zweimal in "phosphate buffered saline" (PBS), 0.2% Humanserumaibumin (HSA) gewaschen. Zur 
Isolierung der B-Lymphozyten wurden die Zellen der Lymphozytenpraparation aus dem peripheren Blut in 
PBS, 0,2% l-iSA gewaschen. auf die Sepharose-Saule geschichtet und 15 min inkubiert. Die nicht an der 
Saule gebundenen Zellen (T-Lymphozyten u.a.) wurden mit 50 ml PBS, 0,2% HSA ausgewaschen. Um die 
gebundenen Zellen (B-Lymphozyten) zu gewinnen. wurde die Sepharose mit 2 ml PBS. 0.2% HSA. 10 
mg/ml IgG bei 37*'C 20 min inkubiert. Die B-Lymphozyten wurden mit PBS, 0.2% HSA. 10 mg/ml IgG 
ausgewaschen. 

Die Reinheit der B-Lymphozytenpraparation wird nach dem Fachmann bekannten Methoden der' indirekten 
Immunfluoreszenz bestimmt. In dieser Praparation trugen Gber 90 % der Zellen B-Lymphozyten-Mark r. 



2. Immortalisierung der B-Lymphozyten. 

Die B-Lymphozyten werden durch Inkubation mit "pokeweed mitogen" (PWM, 10 ng/mi) zum Wachs- 
tum angeregt. Zwei Tage spater wird die Kultur in zwei Parailelkulturen (A.B) zu je 3x10^ Zellen getrennt. 
In Zellen der Kultur A wurde DNS aus L929-Cytoplasten (1ug) Ubertragen (wie in Beispiel 1 beschrieben). 
Die Zellen der Kultur 8 wurden gleich behandelt. ohne dafi DNS angebo ten wurde. Die Zellen jeder Kultur 
wurden in einer Dichte von 5x10® Zellen/ml in 24-Loch Microtiterplatten (1 mlA/ertiefung) ausgesat. 



In der Kultur A wurden 2 Tage nach DNS-Ubertragung mikroskopisch Lymphozyten-Kolonien beobach- 
tet. die in den folgenden 10 Tagen an Grofle zunahmen. In der folgenden Woche zerfielen die Kolonien in 
mehrere kleine Kolonien. Ab der 3, Woche nach DNS-Obertragung wurden in alien Vertiefungen der Kultur 
A kontinuierlich wachsende Kolonien beobachtet. die zu Zell-Linien auswuchsen (Tab. 2). Ab Tag 50 wurden 
die Zellen in gro ISere KulturgefSBe uberfGhrt und weiter vemnehrt. Auch nach 10 Monaten kontinuierlicher 
Vermehrung in Kultur konnte keine Alterung der Zellen festgestellt werden. In Kultur B wurden nach Schein- 
DNS-Ubertragung keine wachsenden lymphoiden Kolonien beobachtet. Di Zellen alterten und starb n 
innerhalb von 5 Tagen nach Schein-DNS-Ubertragung ab. 



Methoden: 



Ergebnis: 
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Die immortalisierten Zellen wurden auf die Auspragung von Oberfiachenmarkem, die charakteristlsch 
fOr B-Lymphozyten sind, geprQft. Dieses erfolgte mit HIife der Schaferythrozytenrosettierung (Kaplan, M.E. 
et ai.: J. Immunol. Methods 5: 131, 1974), der Immunfluoreszenz unter Verwendung von Maus mdnoklona- 
len anti-human-pan B-bzw. pan T-Lymphozyten Antikorper (Miles) als primaren und Fluoresceinisothiocya- 
5 nat konjugiertem anti-Maus-lgGI (Miles) als sekundaren Antikorper sowie unter Verwendung von fluores- 
zenzmarkiertem anti-human-lg Antikorper (Dako) zum Nachweis von B-Lymphozyten Membran-lmmungio- 
bulin. Diese Verfahren gehpren zu den Standardmethoden der Immunologie. Tabeile 3 zeigt, dafi uber 90 % 
der immortalisierten Lymphozyten B-Lymphozyten Marker trugen. 
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Tabelle 2 
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Tabelle 3 



Charakterisierung der immortalisierten Zellen 
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Beispiel 3 

5 

Immortalisierung menschlicher T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut 
Methoden: 

10 Die Praparation menschlicher Lympho2yten aus peripherem Blut erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. 
Menschllche T-Lymphozyten warden mit Hilfe der Affinitats-Chromatographie aus der Gesamtpopulation der 
Lymphozyten analog zu dem Verfahren in Beispiel 2 isollert. Im Unterschied zu dem Verfahren In Beispiel 2 
wurde monoklonaler Maus anti-human-pan T-Lymphozyten Antlkorper an Sepharose gebunden. Auf diese 
Weise wurden die T-Lymphozyten an Sepharose gebunden und konnten durch PBS, 0,2 % Humanserumal- 

75 bumin. 10 mg/ml IgG ausgewaschen werden. Die Reinheit der T-Lymphozyten-Praparation betrug mehr als 
90 %, gemessen mIt Hllfe der Indirekten Immunfluoreszenz des Maus antl-human-pan T-Lymphozyten 
Antikorpers. 

Die T-Lymphozyten wurden durch Inkubation mit "pokeweed mitogen" (PWM. 10 ug/ml) zum Wachs- 
tum angeregt. Nach 2 Tagen wurde die Kultur in zwei.Parallelkulturen (A.B) zu je 4 x 10^ Zellen getrennt. In 
20 Zellen der Kultur A wurde DNS aus L929-Cytoplasten (1 ug) ubertragen. wie in Beispiel 1 beschrieben, Mit 
den Zellen der Kultur B wurde eine Schein-DNS-Ubertragung durchgefCihrt. Die Zellen wurden in einer 
Dtchte von 5x10® Zellen/ml in 24-Loch Microtiterplatten ausgesat (1 mlA/ertiefung). 



25 Ergebnis 

In Kultur A wurden mehrere wachsende Lymphozytenkolonien beobachtet die ab Tag 10 nach DNS- 
Ubertragung In klelnere Kolonien zerfielen. In der 3. Woche nach DNS-Ubertragung wuchsen kontinuierllch 
sich vermehrende Lymphozytenkolonien aus. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 4. Die Zellen wurden bisher bis 
30 zu 6 Monate in Kultur vermehrt. ohne daB eine Alterung der Zellen beobachtet wurde. 

In der Kultur B wurde nach Schein-DNS-Ubertragung kein Wachstum der Lymphozyten beobachtet. Die 
Zellen starben innerhalb der nachsten 5 Tage ab. 

Die Zellen der Kultur A wurden wie in Beispiel 2 auf ihre Oberflachenmarker untersucht. Uber 90 % der 
Zellen der Kultur A pragten Oberflachenmarker aus. die fur T-Lymphozyten charakteristisch sind (siehe 
35 Tab- 5). 
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Tabelie 5 
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Beispiel 4 

Immortalisierung menschlicher Lymphozyten durch Ubertragung von DNS aus erfindungsgemae immortali- 
sierten Lymphozyten. 



35 



40 



45 



Methoden: 

Menschliche Lymphozyten aus dem peripheren Blut wurden wie in Beispiel 1 beschrieben isoliert. 

Die immortallsierende DNS wurde aus Zellen einer erfindungsgemafl (wie im Beispiel 1) immortaiisier- 
ten lymphoiden Zell-Unie (C-9) gewonnen. Die lymphoide Linie C-9 war durch Obertragung von DNS aus 
L929-Cytoplasten in Lymphozyten des peripheren Bluts erhalten worden. Die C-9 Zellen wurden in PBS 
gewaschen und in 200 mM Tris. 100 mM EDTA. 0.2 % SDS, pH 7,2 lysiert. Die RNS wurde durch 
Inkubation mit RNase A (100 ug/ml. Boehringer Mannheim) fQr 2 h bei 37"C. die Proteine durch Inkubation 
mit Proteinase K (100 ug/ml. Boehringer Mannheim) fQr 3 h bei 37°C abgebaut. Die DNS wurde durch 
Phenol-und Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) -Extraktion isoliert. 

Die Immortalisierung menschlicher Lymphozyten erfolgte erfindungsgemSB durch Obertragung von DNS 
aus C-9 Zellen. Dazu wurden die Lymphozyten durch Inkubation mit "pokeweed mitogen" (PWM. 10 
ug/ml) zum Wachstum angeregt. Nach 3 Tagen wurden 2 Parallelkulturen zu je 5 x 10^ Lymphozyten 
angelegt (Kultur A.B). In Zellen der Kuitur A wurde (wie in Beispiel 1 beschrieben) DNS aus C-9 Zellen 
Gbertragen (10 ug/IO^ Zellen). In Zellen der Kultur B erfolgte eine Schein-DNS-Obertragung wie oben be- 
schrieben. 



so 



Ergebnis: 

In der Kultur A wuchsen 25 Tage nach DNS-Ubertragung Kolonien lymphoider Zellen aus (slehe Tab. 
55 6). die am Tag 56 in groflere KulturgefMi3e QberfGhrt wurden. Die Zellen wurden fOr zur Zeit 6 Monate ohne 
erkennbare Zellalterung in Kultur gehalten. Die Zellen in Kultur B zeigten ab Tag 5 nach Schein-DNS- 
Ubertragung Zellalterung und starben innerhalb der folgenden 3 Tage ab. 
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Ferner wurde mit DNS aus den erfindungsgemaB in Kultur A immortalisierten Zellen (C-17. sekundar 
transfizierte Zell-Linie) nach Ubertragung in Lymphzyten des peripheren Bluts wiederum immortalislerte 
lymphoide Zell-Linien erzeugt (C-28, tertiar transformierte Zell-Linie), Dabei wurde eine hohere Ausbeute 
pernnanent sich teilender iymphoider Kolonien en'eicht (siehe Tabelle 7). 
5 DIese Ergebnisse zelgen, dajS mit DNS aus erfindungsgemaB immortalisierten Lymphozyten nach 

Ubertragung in mensclnliche Lymphozyten wiederum permanent wachsende lymphoide Zeii-Linien erhalten 
werden. Dabei wird eine hohere Immortalisierungsfrequenz beobachtet als nach Ubertragung von DNS aus 
L929-Cytoplasten. 
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Tabelle 7 
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Immortalisierung menschlicher Amnionfibroblasten. 
Methoden: 

5 Zur Praparation menschlicher embryonaler Rbroblasten wurde Fruchtwasser durch sterile Punktion der 
Amnionhohle Schwangerer gewonnen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bel 100 x g, 10 min 
sedimentiert, in Iscove's DMEM, 15% fotales Kalberserunn, 10 ug/ml Transferrin, 0.1 U/ml Insulin, 15 mM 
HEPES. resuspendiert und bei 37°C. 5 % CO2 inkubiert. Nach 10 Tagen wurden die Zellkoionien mit mehr 
als 30 Zeilen/Kolonie subkultiviert. 

70 Die menschlichen Annnionfibroblasten wurden in der 3. Passage in 2 Parallelkulturen (A.B) mit je 10^ 
Zellen geteiit. Die immortalisierende DNS wurde nach dem Verfahren in Beispiet 1 aus L929-Cytoplasten 
gewonnen. Die Zellen der Kultur A wurden zweimal in HeBS gewaschen und 15 min mit DEAE-Dextran 
(MW 500.000, 0.1 mg/ml HeBS) bei 37° C inkubiert. Die DNS (0.8 ug) in 1,200 ul CaCI (125 mM) wurde 
tropfenweise zu 1.200 ul doppelt konzentriertem HeBS. pH 7,1 pipettiert und 20 min bei Raumtemperatur 

75 inkubiert. Die Amnionfibroblasten wurden zweimal in HeBS gewaschen und 2 h bei 37** C mit der DNS- 
Losung inkubiert. Die Zellen wurden zweimal in HeBS gewaschen und in DMEM, 10 ug/ml Transferrin. 0,1 
U/ml Insulin. 15 mM HEPES, 15% fotalem Kalberserum kultiviert. Die Zellen der Kultur B wurden fOr eine 
Schein-DNS-Ubertragung verwendet wie oben beschrieben. 

20 

Ergebnis: 

Die Zellen der Kultur A zeigen ein kontinuierllches Wachstum auch 9 Monate nach DNS-Ubertragung, 
ohne dafl eine Zeilalterung beobachtet wurde. Die Zellen der Kontrollkultur B alterten nach 50 - 60 Tagen in 
25 Kultur und starben ab. ' - 



Beispiel 6 

30 Obertragung des bakteriellen (Sens fOr Xanthin-guanin-phosphotransferase in immortalisierte menschllche 
Lymphozyten. 

Methoden: 

35 Menschliche Lymphozyten wurden erfindungsgemafl wie in Beispie! 1 beschrieben immortalisiert und 
zwei Parallelkulturen (A,B) zu je 3 x 10^ Zellen angelegt. In Zellen der Kultur A wurde das Plasmid pSV2gpt 
(10 ug) (Mulligan. R.C.. Berg. P.. Science 209: 1422-1427. 1980). das das bakterielle Gen fur die Xanthin- 
guanin-phosphotransferase (gpt) tragt Qbertragen. Bei Zellen der Kultur B erfolgte eine Schein-DNS- 
Ubertragung. Einen Tag nach DNS-Ubertragung wurden die Zellen im Selektionsmedium (DMEM, 2 ug/ml 

40 Aminopterin. 250 ug/ml Xanthin. 15 ug/ml Hypoxanthin, 150 ug/ml Giutamin. 10 ug/ml Thymidin. 25 ug/ml 
Mykophenolsaure) kultiviert. urn fGr die Zellen zu selektlonieren. die das gpt-Gen aufgenommen haben und 
das entsprechende Enzym enthalten. Die Zellen. die das gpt-Gen nicht auspragen. sterben im Selektions- 
medium ab. Nach 10 Tagen wurden die uberlebenden. im Selektionsmedium sich vermehrenden Kolonien 
gezahlt. 

45 

Ergebnis: 

Die Kultur A enthielt 10 Tage nach DNS-Ubertragung lymphoide Kolonien, die im Selektionsmedium 
50 sich venmehren (Tabelle 8). Das gpt-Gen mufl in Zellen dieser Kolonien vorhanden sein, da es durch 
Transfektion mitteis DNS aus diesen primaren Transfektanten erneut Qbertragen werden konnte. Im Genom 
der dabei erhaltenen sekundaren Transfektanten wurde das gpt-Gen durch Southern blot Analyse nachge- 
wiesen. 

Die Zelien in Kultur B starben nach der Schein-DNS-Obertragung ab. ohne da3 wachsende Kolonien im 
55 Selektionsmedium erkennbar waren. 
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Beispiel 7 

Immortalisierung menschlicher Lymphozyten durch Ubertragung von DNS aus einem Hirt-Uberstand von 
Maus L-Zellen (L-929), 

Methoden; 

Menschliche Lymphozyten aus dem peripheren Blut wurden wie in Beispiel 1 beschrieben isoliert. 

Die immortalisierende DNS wurde aus einem Hirt-Uberstand aus Maus L-Zellen (L-929) gewonnen. Die 
Gewinnung des Hirt-Oberstandes erfolgte durch Lyse in Gegenwart von NaCI und SDS nach J. Mol. Biol. 26 
(1967)365-369. 

Der Uberstand wird mit Proteinase K (100 ug/ml. Boehringer Mannheim) versetzt, 2 Stunden bei 37*C 
inkublert und mit Phenol zweimal extrahiert. Anschliefiend wird der Uberstand mit RNase A (100 ug/ml. 
Boehringer Mannheim) eine Stunde bei 37' C inkubiert. Proteinase K (100 Tg/ml, Boehringer Mannheim) 
hinzugegeben und nochmals 2 Stunden inkubiert. Die DNS wird jeweils zweimal mit Phenol und 
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) und einmal mit Ether extrahiert, in Ethanol gefallt und in 10 mM/l Tris. 0,1 
mM/l EDTA. Ph 7,5. aufgenommen. 

Die Ubertragung der DNS in menschliche Lymphozyten erfolgte wie im Beispiel 1 .3 beschrieben. 




Ergebnis: 

In Kultur A wurde 3 ixg DNS aus dem Hirt-Uberstand In 10^ Lymphozyten transfiziert. In Kultur B (10® 
Lymphozyten) erfolgte eine Scheln-DNS-Ubertragung. 10 Wochen nach DNS-Ubertragung wurden In Kultur 
A 30 permanent wachsende Kolcnien beobachtet. In Kultur B alterten die Zellen innerhalb von 4 Tagen 
nach Schein-DNS-Obertragung (Tabelle 9). 
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Beisplel 8 

Immortalisierung menschlicher Lymphozyten durch Obertragung von DNS aus einer mitochondrernfreien 
Cytoplasmafraktion von Maus L-Zellen (L929) 

Methoden; 

35 Menschliche Lymphozyten aus dem peripheren Blut werden wie in Beispiel 1 beschrieben, isoliert. 

Cytoplasten werden aus L929-Zellen wie in Beispiel 1.2 beschrieben durch Inkubation mrt Cytochalasin 
B gewonnen. Zur Isolierung der Mitochondrien werden die Cytoplasten nach J. Biol. Chem. 249 , (1974) 
7991-7995 in 134 mM NaCI, 5 mM KCI, 0.7 mM Na2HP04. 2.5 mM Tris. pH 7.5. bei 4»C gewaschen und 10 
Minliten in 10 mM NaCI. 1.5 mM CaCl2. 10 mM Tris, pH 7,5. bei 4"'C inkubiert. 

^ Die Cytoplasten werden durch Homogenisieren lysiert und das 0.7f ache Volumen 0.5 M Mannitol. 0.17 
M Sucrose. 7 mM Tris, 7 mM EDTA hinzugegeben. Nichtlysierte Cytoplasten werden durch Zentrifugation 
bei 1.200 x g. 15 Minuten. 4**C sedtmentiert. Der mitochondiehhaltige Oberstand wird in einem dlskonti- 
nuierlichen Sucrosegradlenten (1,0 - 1.5 M Sucrose) in 5 mM EDTA, 10 mM Tris. pH 7,5. bei 65.000 x g. 30 
Minuten abgetrennt. Die Mitochondrien reichem sich in der Interphase an, werden gesammelt und in 134 

^5 mM NaCI. 5 mM KCI. 0.7 mM NazHPO-j. 2.5 mM Tris. pH 7.5. durch Zentrifugation bei 20.000 x g, 30 
Minuten, 4'C, sedimentiert (mitochondrienreiche Fraktion). Die Gbrigen Fraktionen des Sucrosegradlenten 
werden vereint (mitochondienarme Fraktion). Das Sediment der itochondienreichen Fraktion wird in 75 mM 
NaCI. 50 mM EDTA. 25 mM Tris. pH 7.4, 2 % Natriumdodecylsulfat (SDS) resuspendiert. Die DNS wird 
zweimal in Phenol extrahiert und gegen 150 mM NaCI, 50 mM Nacitrat. pH 7,0. dialysiert. 

5^ Das zirkulSre mitochondriale Genom wird in einem CsCI-Ethidiumbromid Gradienten bei 150.000 x g. 
24 Stunden, von nicht-mitochondrialer DNS getrennt. Die Bande zirkularer mitochondrialer DNS wird 
gewonnen. die DNA dreimai In isopropanol extrahiert und gegen 0.15 M Nacitrat, 0.001 M EDTA. pH 7,2. 
diaiysiert (Fraktion A: zirkulares mitochondriales Genom). Die DNS wird in Ethanol gefSllt und in 10 mM 
Tris, 0.1 mM EDTA. pH 7,5, aufgenommen. 
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Die mitochondrienarme Fraktion des Sucrose-Gradienten wird zwei Stunden mit Proteinase K (100 
ug/ml) inkubiert. zweimal mit Phenol extrahiert, zwei Stunden nnit RNase A (100 ug/mi) inkubiert und an- 
schlieflend zweimal mit Phenol und Chloroform/lsoamylalkohol und einmal mit Ether extrahiert. Die DNS 
wird in Ethanol gefallt und in 10 mM Tris. 0.1 mM EDTA aufgenommen (Fraktion B: extramitochondriale 
5 DNS). 

Die Ubertragung der DNS der Fraktion A (3 ug) und der Fraktion B (0,2 ug) in je 108 menschliche 
Lymphozyten erfolgt wie im Beispiel 1 .3 beschrieben. 

10 Ergebnis: 
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In Kultur A werden 3 ug DNS der Fraktion A in 10^ Lymphozyten transfiziert. In Kuitur B werden 0,2 ug 
DNS der Fraktion B in 10® Lymphozyten transfiziert. In Kultur C (10« Lymphozyten) erfolgt eine Schein-DNS- 
Ubertragung. 

10 Wochen nach DNS-Obertragung wurden in Kultur B 29 permanent wachsende lymphoide Zellkolo- 
nien beobachtet. In Kultur A und C wurden keine permanent wachsende Kolonien erhalten (Tabelle 10). 



T a b e 1 1 e 



10 



20 



Immortal isie rung menschlicher Lymphozyten durch 
Trans fektion von extramitochondrialer DNS 
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Kultur A 
Kultur B 
Kultur C 



emge- 
setzte 
Lympho- 
zyten 



10 

10^ 

10^ 



immortali- 
sierte 
lymphoide 
Kolonien 



0 
29 
0 



emge- 
setzte 
DNS (ug) 



immortali- 
sierte - 
Kolonien/ 10 
Zellen/ug/DNS 



3 
0,2 
0 



0 

14,5 
0 
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AnsprUche 

1. Verfahren zur Immortalisierung von humanen Oder tierischen Zellen durch Fusion mit einem nicht 
vermehrungsfahigen Fragment einer permanent zOchtbaren Zeiie und Zuchtung der fusionierten Zellen in 
einem Kulturmedium ohne Selektionssubstanzen, dadurch gekennzeichnet, dafi man aus dem Cyto- 
plasma einer permanent zUchtbaren menschlichen oder tierischen Zeile gewonnene DNS in die zu ^ 
immortalisierenden Zellen transfiziert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , ■ ^ 
dadurch gekennzeichnet, daB man als permanent zUchtbare Zelle eine Tumorzeile Oder eine immortali- 
sierte, nicht tumorigene Zelle verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, dafi man zur Gewinnung der DNS Cytoplasten der permanent zuchtbaren Zelle 
lysiert, das iosliche Lysat mit einer Proteinase inkubiert, dann die DNS abtrennt und mit RNase inkubiert 
und emeut mit einem DNS-Losungsmltte! extrahiert. 
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4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, daj3 man zur Gewinnung der DNS Cytoplasma der permanent zQchtbaren Zelle 
lysiert, die nukleare DNS abtrennt, den Uberstand mit einer Proteinase inkubiert. dann die DNS abrennt und 
mit RNase inkubiert und emeut mit einem DNS-Losungsmittel extrahiert. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, dafi man zur Gewinnung von DNS Cytoplasma der permanent zuchtbaren Zelle 
lysiert, die mitochondrienfreie Fraktion gewinnt, das losliche Lysat mit einer Proteinase inkubiert, dann die 
DNS abtrennt und mit RNase inkubiert und erneut mit einem DNS-Losungsmittel extrahiert. 

6. Verfahren nach Anspruch 3. 4 oder 5 

dadurch gekennzeichnet, da/3 man zur Abtrennung mit einem DNS-Losungsmittel wie Phenol und/oder 
Chloroform-lsoamylalkoholgemisch extrahiert. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dafl man die zu immortalisierende Zelle in zum Wachstum bzw. zur Teilung 
angeregten Zustand mit der cytoplasmatischen DNS transfiziert. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, dafl man Lymphozyten in der Proliferationsphase I verwendet. 

9. Abwandlung des Verfahrens nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, dai3 man dl© Qesamt-DNS einer nach Anspruch 1 erhaltenen immortalisierten 
Zelle mit einer normalen zu immortalisierenden menschlichen oder tierischen Zelle transfiziert (sekundare 
Transfektion) und die erhaltene transfizierte Zelle in einem Kulturmedium ohne Selektionssubstanzen 
ztichtet. 

10. Verwendung einer nach einem der AnsprOche 1 bis 9 erhaltenen permanent zQchtbaren Zelle zur 
Gewinnung von homologen oder heterologen Zellprodukten oder zur PrUfung von Wirksubstanzen. 
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